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摘要 : 综述 了 击 倒 抗 性 与 钠 离 子 通道 关系 的 研究 进展 。 毒 理学 和 电 生 理学 的 研究 表明 ， 在 许多 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 抗 性 昆 
虫 中 存在 击 倒 抗 性 。 分 子 遗 传 学 研究 进一步 发 现 ， 击 倒 抗 性 与 钠 离子 通道 位 点 连锁 。 最 近 的 研究 表明 ， 昆 虫 神经 系统 对 拟 
除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 敏感 性 下 降 的 击 倒 抗 性 机 制 是 钠 离 子 通道 结构 基因 突变 。 但 仍 有 一 些 问题 ， 如 突变 的 保守 性 和 分 布 ， 需 
要 进一步 研究 、 立 明 。 

关键 词 : 昆虫 神经 系统 ， 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 ;， 击 倒 抗 性 ， 钠 离子 通道 

中 图 分 类 号 : 0965 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296 (2002) 03-0391-06 

Knockdown resistance and sodium channel 
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Abstract: This paper reviews the current progress of the relationship between Kdr- type resistance and sodium channel. 
Toxicological and electrophysiological studies have demonstrated the presence of Kdr-type resistance in many pyrethroid- 
resistant insects. Molecular genetic evidence has been presented that Kdr-type resistance is linked to a sodium channel 
locus in many pyrethroid- resistant insects. Moreover» a number of recent studies have already demonstrated that several 
mutations in structure gene of sodium channel are associated with Kdr-type resistance» which is thought to be the mecha- 
nism of reduced sensitivity of the insect nervous system to pyrethroid insecticides. However: several problems» such as 
the conservation and distribution of point mutation: remain to be clarified. 
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拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 具 有 高 效 、 低 毒 、 环 境 中 
易于 分 解 的 特点 ， 广 泛 应 用 于 防治 多 种 农业 、 了 卫生 
害虫 。 随 着 菊 醋 类 杀 虫 剂 的 大 量 推广 使 用 ， 其 抗 药 
性 问题 日 益 突出 ， 人 至 1990 年 ， 至 少 已 有 50 种 害虫 
和 螨 类 对 菊 醋 类 杀 虫 剂 产生 了 抗 性 ( Molberg; 


1 击 倒 抗 性 基因 型 抗 性 


神经 敏感 度 降 低 是 昆虫 对 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 
和 DDT 产生 抗 性 的 一 个 主要 机 制 。 这 种 抗 性 首先 


1990)。 昆 虫 对 菊 柄 类 和 DDT 产生 抗 性 的 一 个 重要 
机 制 称 为 击 倒 抗 性 《knockdown resistance)». EAE 
是 昆虫 神经 系统 对 这 些 化 合 物 的 敏感 性 下 降 〈 张 友 
EMILE, 1996). 

TA ER 2g EKR EHA DTT B3 3k E E H SR 
是 神经 细胞 膜 电 压 一 敏感 钠 离 子 通道 〈 唐 振 华 和 李 
T, 1996)。 昆 虫 神 经 系统 对 拟 除虫菊 酯 类 杀 上 虫 
剂 的 敏感 性 下 降 主 要 与 神经 细胞 膜 上 钠 离 子 通道 的 
敏感 性 降低 有 关 。 本 文中 我 们 主要 介绍 近年 来 对 击 
倒 抗 性 和 钠 离 子 通道 的 研究 进展 。 


ERLE Musca domestica 成 虫 中 观察 到 ， 表 现 为 抗 
DDT A132 Ex £i Ag B8 22 ERU RGB CER RD. 和 
毒 杀 作用 CBusvine. 19512. Milani (19542 XJ ELE 
行 了 遗传 学 分 离 ， 认 为 控制 此 抗 性 的 基因 位 于 家 蝇 
第 五 染色 体 上 ， 为 一 隐 性 的 击 倒 抗 性 基因 Cknock- 
down resistance gene，Kdr)}， 并 把 此 抗 性 称 为 “ 击 倒 
HE”. BADA TILAR Kdr 的 等 位 基因 ， 包 
括 具 有 更 高 抗 性 的 超 击 倒 抗 性 基因 ( 超 -Kdr) 
(Sawicki ，1978; Farnham et al.，1987)，Kdr FURE- 
Kdr 表现 型 在 幼虫 和 成 虫 期 均 被 表达 〈Bloomquist 
and Miller，1985; Pepper and Osborme，1993)。 电 生 
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理 方法 是 研究 神经 不 敏感 性 程度 最 直接 有 效 的 方 
法 。 具 有 Kdr 型 抗 性 的 家 蝇 成 虫 的 中 央 神 经 系统 对 
拟 除 虫 菊 柄 类 杀 虫 剂 的 敏感 性 比 敏 感 家 蝇 低 得 多 
(Tsukamoto et al .，1965)。 除 了 家 蝇 外 ， 通 过 增 效 
试验 、 代 谢 抗 性 研究 、 对 DDT 和 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 
忠 剂 的 交互 抗 性 测定 等 间接 方法 和 电 生 理学 研究 等 
直接 方法 ， 证 实 具 有 Kdr 型 抗 性 的 昆虫 还 有 斯 氏 按 
EX Anopheles stephensis WE ESE Blattella germanica、 
FER Boophilus microplus TE ZP RIR Heliothis vi- 
rescens、 小 菜 蛾 Plutella xylostella, R RIPI Aedes 
aegiptis AE DUE, Spodoptera exiguas 9l E Am- 
blyseius fallacis BIF Aphis gossypiis WBR Helicov- 
erpa armigera» BEER Leptinotarsa decemlineata 
(Ahmad et al.» 1989; 唐 振 华 ，1993; HAFF, 
1995; Argentine et al.» 1995). 

随 着 分 子 生 物 学 技术 和 方法 在 害虫 抗 性 研究 中 
的 应 用 ， 可 以 推断 ， 还 有 一 些 以 前 认为 是 解毒 代谢 
增强 的 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 代谢 抗 性 ， 事 实 上 主要 
是 Kdr 型 抗 性 ， 如 长 期 以 来 一 直 认 为 桃 蚜 对 拟 除 上 虫 
菊 酯 类 杀 虫 剂 的 抗 性 机 制 是 杀 虫 剂 解 毒 酯 酶 E4 和 
FE4 的 扩 增 。 最 近 的 研究 表明 ， 几 个 具有 FA Has 
扩 增 的 桃 蚜 品 系 对 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 和 DDT 的 
抗 性 主要 与 钠 离 子 通道 的 氨基 酸 突变 相关 Martin- 
ez-Torres et al.» 1999)。 


2 拆除 虫 菊 栈 类 杀 虫 剂 与 钠 离 于 通道 


拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 可 与 许多 膜 香 白 相互 作 
用 ， 其 中 包括 钠 离 子 通道 、 受 体 、ATP 酶 、G 蛋白 
和 重 白 激酶 。 神 经 生理 研究 已 证 实 ， 拟 除虫菊 酯 类 
杀 虫 剂 的 主要 作用 辑 标 是 神经 细胞 膜 上 钠 离 子 通 
道 ， 干 扰 钠 离子 通道 的 门 控 动 力学 ， 在 膜 去 极 化 期 
间 减 缓 失 活 ， 延 长 钠 离 子 电 流 ， 引 起 重复 后 放 和 和 神 
经 传导 的 阻 断 〈 唐 振 华 和 李 卫 明 ，1996)。Salgado 
3 (1983a. 1983b2 报道 ， 工 型 拟 除 虫 菊 醋 类 杀 上 虫 
剂 通 过 对 人 负 后 电位 的 加 强 引 起 重复 后 放 ， 本 型 拟 除 
忠 菊 栈 类 杀 上 忠 剂 则 引起 微小 兴奋 性 突 触 后 电位 的 提 
高 ， 表 明神 经 末端 的 去 极 化 是 其 毒 杀 作用 的 重要 机 
Hl AMERA ERP, R IARR 
菊 醋 类 杀 上 虫 剂 也 能 引起 重复 后 放 〈Gibson et al., 
1988; McCaffery et al.，1995)。 最 近 的 研究 则 发 
现 ， 尽 管 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 引 起 的 重复 后 放 与 其 
击 倒 作 用 具有 很 好 的 相关 性 ， 与 其 毒 杀 作用 的 相关 
性 却 不 大 ， 表 明 家 蝇 的 Kdr 型 抗 性 至 少 与 神经 系统 
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两 个 不 敏感 位 点 有 关 ， 一 个 是 钠 离子 通道 的 不 敏感 
VE, dE Kdr 型 和 超 .Kdr 型 抗 性 品系 中 ， 钠 离子 通道 
对 工 型 和 I 型 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 的 不 敏感 性 相 
似 ， 另 外 一 个 则 与 前 突 触 末 妆 相关 ， 特 别 表现 在 超 
-Kdr 品系 对 TL ZEHELER E 28 E825 28 EUG BS AP t RE 
后 者 可 能 与 Ca^ WE S 5 IA A PUR RES E A K 
磷酸 化 有 关 CPepper and Osborne. 19932. 


3 钠 离 子 通道 的 分 子 生 物 学 


Catterall (1986) 首先 从 电 鳗 、 鼠 脑 和 肌肉 中 分 
离 纯化 了 钠 离 子 通道 。 分 子 生 物 学 研究 表明 ， 钠 离 
子 通道 由 一 个 大 分 子 糖化 a 亚 基 和 两 个 小 分 子 的 B 
亚 基 Cg, Fp) AR AF a 亚 基 是 钠 离子 通道 
最 基本 的 结构 和 功能 单位 。 钠 离子 通道 a 亚 基 包 
括 4 个 相似 的 多 肽 区 CI ~ 于)， 称 为 相似 区 。 每 
个 相似 区 义 由 6 个 氨基 酸 序列 组 成 跨 膜 结构 S1 ~ 
S6， 居 中 的 $4 带 正 电荷 ， 是 钠 离 子 通 道 膜 电 位 的 
传感器 和 激活 门 。 在 无 峭 椎 动物 中 则 由 a 亚 基 单 
位 组 成 。u 亚 基 单 位 大 约 由 2 000 个 氨基 酸 组 成 ， 
分 子 量 在 不 同 动物 之 间 差 别 不 大 。 

根据 与 电 鳗 钠 离 子 通 道 基因 的 结构 相似 性 ， 
Salkof 等 《1987) H BÉR cDNA PREFA RAE Dros- 
ophila melanogaster 中 分 离 到 了 一 个 钠 离 子 通 道 基 因 
DSC 1， 它 与 月 椎 动物 钠 离 子 通 道 一 样 ， 含 有 4 个 
相似 区 ， 每 个 相似 区 由 6 个 跨 膜 片段 组 成 。Lough- 
ney 等 《1989〉 则 分 离 到 了 第 二 个 钠 离子 通道 基因 
因 的 a XEdE. Ramaswami 等 用 鼠 脑 钠 离子 通道 cD- 
NA 探 针 ， 从 果 量 中 分 离 到 了 DSC 1 和 para 两 个 不 
同 的 钠 离 子 通 道 基 CRamaswami and Tanouye， 
1989)。 在 其 它 昆 忠 上 ， 利 用 PCR 技术 ， 从 家 量 
(Knipple et al.，1991)、 烟 芽 夜 蛾 、 埃 及 伊 蚁 、 小 
菜 蛾 、 舞 毒 蛾 Lymantria dispar、 粉 纹 夜 蛾 
Trichoplusia ni~ S&VW KS. Periplaneta americana 和 二 
AIH Tetranyehus urticae (Doyle and Knipple 19912 
中 相继 分 离 到 了 类 似 para. 的 钠 离 子 通道 基因 。 这 
些 研 究 表明 ， 昆 虫 钠 离 子 通道 基因 核 苷 酸 序列 不 仅 
在 节肢 动物 之 间 高 度 同 源 ， 而 且 与 哺乳 动物 和 无 冰 
椎 动物 铀 离子 通道 基因 核 音 酸 序列 也 高 度 同 源 。 


4 钠 离 子 通道 基因 与 击 倒 抗 性 的 遗传 
连锁 


为 进一步 从 分 子 遗 传 学 水 平 了 解 钠 离子 通道 与 
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Kdr 抗 性 的 关系 ，Williamson 等 用 编码 果 蝇 铀 离子 
通道 para 基因 的 一 段 cDNA 片段 (P15〉 作 探 针 ， 
figit zx BR pM, c SE BB cDNA 文库 ， 获 得 070 bp 的 
pSCP 2 片段 ， 并 命名 为 Mse 基因 。 以 该 片段 为 探 针 
对 敏感 品系 和 kdr、 超 -kdr 品系 纯 合 子 的 DNA 印迹 
法 研究 发 现 ， 这 3 种 品系 的 限制 性 酶 切片 段 存在 多 
SE BE, kr 品系 各 有 了 两 个 EcoR 工 片 段 ， 但 
两 品系 间 片 段 长 度 不 同 ， 分 别 为 3.0 和 8.8 kb. (H 
感 ) 3.4 和 6.0 kb (Kdr); 超 -Kdr 品系 则 存在 4 
个 片段 ， 长 度 分 别 为 5.7、6.5、15.5 和 大 于 20 kb。 
使 用 EcoR I RFLPs 作为 分 子 标记 ， 对 敏感 品系 和 
抗 性 品系 回 交 后 代 的 印迹 法 分 析 表 明 ，jMsc 基因 和 
抗 性 紧密 连锁 CWilliamson et al.，1993)。 

Knipple 等 《1994) 根据 para 基因 IS 5 ~6 区 域 
的 保守 序列 设计 简 并 引物 ，PCR 扩 增 家 蝇 敏 感 品系 
基因 组 DNA， 以 扩 增 所 得 的 片段 作为 探 针 第 库 ， 
获得 一 个 4.4 kb EcoR 工 片段 。 根 据 测序 结果 ， 设 
计 第 二 对 引物 ， 将 扩 增 片段 用 Xba IEH, EH 
这 些 PCR/RFLP 分 子 标记 进行 遗传 连锁 分 析 表 明 ， 
家 蝇 中 para 同 源 钠 离子 通道 基因 与 Kdr ERZ E 
ED, para. Kdr 位 于 同一 个 染色 体 上 约 一 个 图 距 
(map unit)» 

Dong 和 Scott (199 MA Eg] SE WE P 4 S9 T 
一 个 120 bp 的 para. 同 源 钠 离子 通道 基因 片段 ， 对 
F2 和 回 交 个 体 钠 离子 通道 基因 的 RFLP 分 析 表 明 ， 
全 部 纯 合子 R 个 体 都 含有 一 个 3.7 kb 的 EcoR 工 片 
段 ， 全 部 纯 合子 S$ 个 体 都 含有 一 个 3.0 kb 的 EcoR 
工 片段 ， 全 部 杂 合 子 个 体 都 含有 3.7 kb 和 3.0 kb 
的 EcoR 工 片段 ， 表 明 Kdr 型 抗 性 位 点 与 para 同 源 
钠 离 子 通道 基因 紧密 连锁 。 

在 农业 害虫 方面 ，Taylor 等 《1993) TR dE bg 
para 基因 第 4 器 膜 区 域 的 氨基 酸 序列 设计 引物 ， 从 
烟 芽 夜 蛾 基因 组 文库 中 PCR 扩 增 出 184 bp 的 钠 离 
子 通道 片段 基因 。 用 该 片段 筛 库 获得 一 个 约 8 kb 
的 基因 组 克隆 hscp 1> 遗传 连锁 研究 表明 ， Kdr 型 
抗 性 与 烟 芽 夜 蛾 钠 离子 通道 para. 同 源 基因 hscp XE 
i CTaylor et al.» 19932. 


S 击 倒 抗 性 生化 和 分 子 机 理 


目前 对 Kdr 抗 性 的 机 理 有 3 种 假说 ， 第 一 个 假 
说 由 Chiang 和 Devonshire (1982) 提出 ， 认 为 神经 
膜 流动 性 的 改变 与 Kdr 抗 性 有 紧密 的 联系 。 尽 管 他 
们 的 研究 表明 神经 膜 的 流动 性 与 抗 性 有 紧密 的 联 


系 ， 却 不 能 解释 其 因果 关系 。 第 二 个 假说 认为 神经 
膜 中 钠 离 子 通道 密度 的 减少 降低 了 神经 敏感 性 。 这 
CERERE nap" 品系 《无 动作 电位 ， 温 度 敏感 
型 》 中 证 实 ， 钠 离子 通道 密度 的 减少 延缓 了 击 倒 作 
用 ， 以 致 有 足够 长 的 时 间 供 解毒 机 制 起 作用 ， 最 终 
引起 了 低 水 平 的 抗 性 〈Kasbekar and Hall，1988; 
Bloompuist et al.，1989)。 在 家 蝇 中 利用 放射 性 标 
记 的 钠 离子 通道 部 位 工 药 物 PH] 石 房 哈 毒素 
Csaxitoxin) 与 敏感 和 Kdr 型 抗 性 家 蝇 脑 质 膜 的 结 
合 ， 发 现 Kdr 型 家 蝇 的 钠 离 子 通道 量 下 降 了 40% 
~ 60% 《Rossignol，1988)。 但 其 它 研究 却 发 现 ， 
Kdr 型 抗 性 家 蝇 和 敏感 家 蝇 的 钠 离 子 通道 密度 差异 
很 小 或 没有 差 寞 (Grubs et al.，1988; Pauron et 
al.» 1989). EMF KIRI EIP ERI, Kdr 型 
抗 性 品系 的 钠 离子 通道 密度 与 敏感 品系 相 比 没有 差 
异 或 差异 很 小 《Dong and Scott，1991: Church and 
Knowles，1992)。 第 三 个 假说 认为 Kdr 家 量 中 神经 
敏感 性 的 变化 是 由 于 钠 离 子 通道 的 结构 变化 引起 ， 
钠 离子 通道 有 选择 地 改变 杀 虫 剂 的 结合 部 位 ， 降 低 
了 钠 离 子 通道 对 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 的 亲和力 
(Salgado et al.，1983a，1983b)。 这 已 经 通过 药理 
学 实验 得 到 间接 证 实 CPauron et al.，1989)。 
近年 来 ， 随 着 昆虫 分 子 生 物 学 技术 的 发 展 ， 对 
多 种 昆虫 敏感 和 Kdr 抗 性 品系 para. 同 源 基因 进行 
TÈTE., RH Kdr 抗 性 与 钠 离子 通道 氨基 酸 突 
变 密切 相关 。 对 5 个 目 7 种 昆 忠 ( 双 怒 目 ， zx 
Musca domestica « V 7j Fi B& Haematobia irritans 和 按 
X Anopheles gambiae; S WR Ei: e Ed SE WR Blattella 
germanica; AIAH: NÆR Plutella xylostella; [7138 
H: 烟 是 Myzus persicae; $A% H : miat FH HR Lepti- 
notarsa decemlineata ) 的 研究 发 现 ， 钠 离子 通道 相似 
区 本 的 sc 跨 膜 片段 上 的 单 复 基 酸 突变 (Leu 到 
Phe) 与 Kdr 型 抗 性 相关 《Williamson et al.，1996; 
Guerrero et al.» 1997; Martinez-Torres et al.» 1998; 
Miyazaki et al.» 1996: Dong: 1997: Schuler et al.; 
1998; E Æ F Sf. 2000: Martinez-Tores et al.» 
1999; Lee et al .，1999)。 对 烟 芽 夜 蛾 的 para 同 源 
基因 hscp 的 克隆 测序 发 现 ， 相 应 位 点 的 Leu 到 His 
突变 与 其 对 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 的 抗 性 相关 (Park 
and Taylor，1997)。 而 利用 钠 离 子 通道 相似 区 工 的 
保守 序列 作为 简 并 引物 ， 对 5 个 目 8 种 昆虫 敏感 品 
系 钠 离 子 通 道 基 因 相 似 区 [的 PCR 扩 增 则 表明 ， 
所 有 8 种 昆虫 para 同 源 钠 离子 通道 氨基 酸 序列 在 
与 Kdr FURE Kdr 抗 性 家 量 突 变相 对 应 的 位 点 都 是 











394 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


Leu 和 Met 7X 3 (Martinez-Torres et al.» 1997). 
Smith Œ (1997) 对 家 晶 野 生 型 和 L1014F 突变 型 钠 
离子 通道 基因 yssc1 的 异 质 功能 表达 研究 进一步 表 
HH. ÆI Xenopus laevis 卵 母 细胞 中 表达 的 突变 型 
^ B3 TEA A 7L ER E Ag RB 2S Zi ER TU JE A RS TE Ag BR 
Ceismethrin). 的 抗 性 提高 了 至 少 10 倍 。 所 有 这 些 研 
ARH, IIS 6 Leu 残 基 的 突变 可 引起 Kdr 型 神经 
不 敏感 性 表现 型 ，IS 6 是 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 作 
用 于 钠 离 子 通道 的 一 个 关键 功能 位 点 。 而 这 一 区 域 
的 其 他 一 些 次 要 突变 可 能 进一步 提高 了 对 拟 除虫菊 
REIKI Kdr 抗 性 水 平 ， 如 在 家 蝇 和 角 蝇 的 超 
-Kdr 型 抗 性 品系 的 I S4~5 细胞 内 片段 接头 处 的 
Met 到 Thr 突变 。 由 于 目前 只 对 数 种 Kdr 型 抗 性 品 
系 昆 虫 的 钠 离 子 通 道 进行 了 分 子 研究 ， 在 其 他 种 类 
和 品系 中 可 能 还 存在 与 Kdr 型 抗 性 相关 的 新 突变 。 
另 一 方面 ， 以 前 的 研究 都 集中 于 para 同 源 钠 离子 
通道 基因 相似 区 I[ 的 突变 ， 而 对 钠 离 子 通 道 基 因 其 
他 区 域 的 突变 与 Kdr 型 抗 性 的 关系 却 研究 甚 少 。 对 
变 构 钠 离 子 通道 的 定点 诱 变 〈site-directed mutagene- 
sis) AUXAGABIZLDLEBH. AWATERE MAN 
的 细胞 内 片段 接头 在 钠 离 子 通道 的 失 活 中 起 着 重要 
作用 (Moorman et al.，1990)。 而 拟 除 忠 菊 酯 类 杀 
忠 剂 主要 通过 减缓 钠 离 子 通 道 的 失 活 发 挥 其 神经 毒 
理 作用 ， 因 而 ， 钠 离子 通道 相似 区 石和 村 的 细胞 内 
片段 接头 很 可 能 是 导致 拟 除 虫 菊 酮 类 杀 虫 剂 对 钠 离 
子 通道 结合 力 降 低 ， 进 而 引起 神经 不 敏感 型 抗 性 的 
一 个 潜在 突变 位 点 。 最 近 ， 在 栅 铃 由 和 烟 芽 夜 蛾 的 
Kdr 型 抗 性 品系 中 ， 鉴 定 了 位 于 钠 离 子 通道 相似 区 
亚 和 的 细胞 内 片段 接头 处 的 两 个 氨基 酸 突变 
CAsp 到 Val. Clu 到 Gy)， 这 两 个 氨基 酸 突变 导致 
了 para 型 钠 离子 通道 两 个 负电 荷 的 净 损 失 ， 可 能 
影响 了 蛋白 质 的 构象 ， 减 低 了 钠 离 子 通 道 与 拟 除 虫 
菊 酯 类 杀 虫 剂 的 结合 能 力 ， 从 而 在 表达 神经 不 敏感 
型 抗 性 中 起 着 重要 作用 CHead et al.» 19980. XU 
HEDRER, Kdr 型 抗 性 可 能 与 钠 离 子 通道 
多 个 区 域 的 氨基 酸 突变 有 关 ， 这 些 突变 的 不 同 组 合 
引起 了 不 同 水 平 的 神经 不 敏感 型 抗 性 。 


6 击 倒 抗 性 的 分 子 检测 


Kdr 型 抗 性 机 理 的 分 子 水 平 的 研究 推动 了 害虫 
抗 药性 的 分 子 生 物 学 检测 技术 的 发 展 。 专 一 性 等 位 
基因 特异 性 分 析 《PASA，PCR amplification of specif- 
ic aleles， 也 称 为 AS-PCR，allele-specific PCR) 技术 
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就 是 其 中 一 种 比较 简单 易 行 和 准确 的 方法 。 分 别 在 
一 端 设 计 两 条 野生 型 或 突变 型 引物 ， 突 变型 引物 的 
突变 碱 基 设 计 在 引物 的 3' 端 ， 另 一 端 设 计 一 条 共同 
引物 。 利 用 Tag 酶 缺乏 3' 一 和 外 切 酶 活性 的 特点 ， 
在 以 突变 型 引物 扩 增 正常 DNA 模板 时 ， 在 其 3' 端 
就 形成 了 错 配 ， 延 伸 反 应 就 会 因 磷 酸 酯 键 难于 形成 
而 不 能 进行 ， 也 就 得 不 到 特异 长 度 的 条 带 ， 从 而 表 
明 模 板 DNA 无 此 突变 :如果 PCR 结果 能 得 到 特异 
长 度 扩 增 条 带 ， 表 明 模 板 DNA 上 具有 与 引物 3" 碱 
基 相 对 应 的 突变 。 若 将 野生 型 和 突变 型 引物 分 别 用 
于 同一 DNA 模板 的 扩 增 ， 即 可 根据 扩 增 片段 的 谋 
胶 电 泳 直 接 诊断 出 有 无 某 种 基因 突变 。 与 限制 性 内 
切 酶 片段 长 度 多 态 性 分 析 技 术 CRELPO 和 单 链 构 
型 多 态 性 分 析 技 术 〈SSCP) 等 其 它 分 子 生 物 学 检测 
方法 相 比 ，PASA 技术 省 去 了 任何 形式 的 DNA 探 针 
分 子 杂 交 或 限制 性 内 切 酶 酶 切 ， 也 不 需要 标记 引 
物 。 与 传统 的 生物 测定 相 比 ，PASA 技术 能 区 分 表 
现 型 相同 而 基因 型 不 同 的 杂 合子 和 敏感 纯 合 子 ， 因 
而 能 检测 很 低 的 抗 性 基因 频率 ， 为 抗 性 时 期 治理 提 
供 理论 指导 。 根 据 与 Kdr 型 抗 性 相关 的 已 知 突变 碱 
基 和 位 点 ， 设 计 特 异性 引物 ， 运 用 PASA 技术 已 成 
功 检 测 了 按 蚊 、 角 蝇 田 间 种 群 的 Kdr 型 抗 性 等 位 基 
因 频 率 CMartinez-Torres et al.» 1998; Jamroz et al.» 
1998). 


7 展望 


从 以 上 Kdr 型 抗 性 的 研究 现 况 来 看 ， 尚 有 以 下 
问题 需要 加 以 研究 : 

(1) 钠 离 子 通 道 相 似 区 ID 81 S6 跨 膜 片段 上 的 
Leu 突变 是 否 存 在 于 所 有 具有 Kdr 型 抗 性 的 昆虫 
H? 即 该 突变 是 否 具 有 保守 性 ? 

(20 除了 棉铃 由 和 烟 革 夜 蛾 的 其 它 昆 虫 Kdr 型 
抗 性 品系 中 ， 钠 离子 通道 相似 区 亚 和 玉 的 细胞 内 片 
段 接头 处 及 离子 通道 其 它 区 域 是 否 也 存在 与 Kgr 型 
抗 性 相关 的 氨基 酸 突变 ? 

(D WR Kdr 抗 性 与 钠 离子 通道 多 个 氨基 酸 突 
变相 关 ， 则 各 个 突变 对 Kdr 型 抗 性 的 贡献 如 何 ? 是 
否 存在 主 基因 效应 ? 

(40 除了 钠 离 子 通道 的 点 突变 外 ， 钠 离子 通道 
基因 的 表达 是 否 也 参与 了 Kdr 型 抗 性 ? 

(5) 如何 利用 PASA 技术 及 其 它 分 子 生物 学 技 
术 检 测 重 要 农业 害 忠 Kdr 型 抗 性 及 指导 抗 性 治理 ? 

分 子 生 物 学 技术 的 日 益 完善 极 大 地 推动 了 在 分 
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子 水 平 对 生命 现象 本 质 的 研究 和 认识 。 随 着 分 子 生 
物 学 技术 在 昆虫 研究 领域 的 应 用 和 昆虫 分 子 生 物 学 
的 发 展 ， 相 信和 在 不 远 的 将 来 ， 以 上 问题 一 定 会 得 到 
圆满 的 解决。 
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